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chelation therapy; ICT）が世界的に施行され，MDS で長期輸血を行
っている患者では， ICT を行う事により生命予後が延長することが明
らかになってきた [2]．  
それに加え，近年， ICT が MDS から白血病への進展を延長させる
との報告も出てきており [3]， ICT による MDS の白血化予防と予後改
善への寄与が注目されている．さらに， ICT のみで MDS や急性白血
病に対する抗腫瘍効果が得られたとの報告が散見され [4-8]，一部の急
性白血病の症例では完全寛解が得られたとの報告もある [4]．しかし，
ICT が MDS において白血病への進展を予防する機序や，MDS や白血
病に対して抗腫瘍効果を発揮する機序については明らかとなっていな
い．  
 一方で，近年 TCA 回路の一酵素であり，イソクエン酸をα -ケトグ
ルタル酸（α -ketoglutarate: α -KG）に変換する役割を担うイソクエ
ン酸脱水素酵素（ isocitrate dehydrogenase: IDH）の遺伝子変異が，
一部の MDS や白血病の発症に関与するとの報告が散見される [9-13]．
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α -KG は TCA 回路での基質としての役割の他に， tet methylcytosine 
dioxygenase 2 （TET2）の補酵素として働き DNA の脱メチル化に関
与する [14][15]．IDH 遺伝子変異が起こると，IDH 野生型と IDH 変異
型がヘテロダイマーを形成することで基質との結合部位が変化し，イ
ソクエン酸からα -KG を産生した後さらに NADPH と結合するように
なることで 2-ヒドロキシグルタル酸（2-hydroxyglutarate: 2-HG）を
産生する．そのため，最終的にα -KG の産生が低下し，2-HG の産生が
増加する [12]．2-HG は TET2 を競合的に阻害するため DNA 脱メチル
化反応が抑制され，結果的に DNA のメチル化が亢進する．このエピジ
ェネティックな変化が白血病等の発癌に寄与すると考えられている
[12][14]．MDS でも近年， IDH 変異や DNA メチル化の亢進が発症に
寄与するとの報告なされており [14][16-18]，さらには独立した予後不
良因子となりうるとの報告もある [16-21]．また，DNA メチル化を標的
とした治療薬は MDS の予後を改善することも報告されている [17] ．
しかし，MDS における IDH の遺伝子変異発現の頻度は散見されるの
み [20]で，MDS における多くのメチル化異常の出現機序は明らかでは
ない．  
 TCA 回路の中で，IDH にイソクエン酸を供給する働きを担っている
のが細胞質アコニターゼ／鉄反応性蛋白 1（cytosolic aconitase / iron 
responsive protein 1: ACO1/IRP1）である．ACO1/IRP1 は鉄欠乏時
と鉄過剰時で異なる２つの機能を担っている．鉄欠乏時には IRP1 と
して働き，フェリチンおよびトランスフェリン受容体 mRNA の非翻訳




する [22][23]．また，ヒト由来の細胞株である K562 に鉄負荷をすると

















 12 週齢の C57Bl/6 マウス（三協ラボサービス，東京，日本）に鉄デ
キストラン（Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA）  10 mg/head/day を
5 日間腹腔内投与し，鉄過剰モデルを作成した．また，C57Bl/6 マウス
鉄デキストラン 10 mg/head/day とデフェロキサミン（deferoxamine: 
DFO）100 mg/kg/day を 5 日間投与し，鉄キレート療法モデルを作成
した．マウスは 6 日目に屠殺し，下大静脈より末梢血を採取し，両大
腿骨および両上腕骨より骨髄細胞を採取した．骨髄細胞採取にあたっ
ては，対照群 10 匹，鉄過剰群 10 匹，鉄キレート群 10 匹の計 30 匹を
1 組とし，1 組は DNA および RNA 抽出用と細胞内鉄濃度測定用に，







 骨髄細胞を 0.1 N の硝酸に溶解し，原子吸光光度計（日立 Z-8100, 






 マウス骨髄細胞より PureLink RNA Mini Kit（Life technologies, 
Carlsbad, CA, USA）を用いて RNA を抽出し，RiboMinus Eukaryote 
System（Life technologies）を用いてリボゾーム RNA を除去した．
リボゾーム RNA 除去後の RNA から Ion Total RNA-Seq Kit（Life 
technoogies）を用いて cDNA ライブラリーを作成し，高出力シークエ
ンサー Iron Proton（Life technologies）を用いてシークエンスデータ
を得た．網羅的遺伝子発現解析は CLC bio 社 Genomics Workbench 
（Aarhus, Denmark）を用い，Reads Per Kilobase of exon model per Million 
mapped reads（RPKM 値）を算出しクラスター解析を行った．対照群，
鉄過剰群の相互で得られた RPKM 値の比が 1.5 倍以上かつ鉄キレート





め，Aco1， Idh1，グリコーゲン脱分枝酵素（Glycogen debranching 
enzyme: Agl），ホスホグルコムターゼ 1（Phosphoglucomutase 1: 
Pgm1）について，更に Digital PCR を用いて定量的解析を行った．マ
ウス骨髄細胞より抽出した RNA から High Capacity cDNA Reverse 
Transcription Kits（Applied Biosystems, Foster City, CA, USA）を
用いて cDNA を作成した．Aco1，Idh1， Agl， Pgm1 の発現は，TaqMan
プローブ（Life technologies）を用いて QuantStudio 3D Digital PCR 




Aconitase Assay Kit（ Abcam, Cambridge, England）， Isocitrate 
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Dehydrogenase Activity Colorimetric Assay Kit （ BioVision, 
Mountain View, CA, USA）を用いて測定した．測定には，Multimode 
plate reader EnsPire (PerkinElmer, Waltham, MA, USA)を用いた． 
 
6．骨髄細胞内 total 2-HG の測定  




ロマトグラフ質量分析（GC-MS 法）を行い total 2-HG を定量評価し
た．  
 
7．DNA メチル化の測定  
 マウス骨髄細胞から DNeasy Blood & Tissue Kit（キアゲン，東京，
日本）を用いて DNA を抽出し， MethylFlash Methylated DNA 
Quantification Kit（Epigentek, Farmingdale, NY, USA）を用い全
DNA 量に占めるメチル化シトシンの割合（5-mC%）を算出した．測定






































が確認された Agl，Pgm1，Idh1 に加え，以前より TCA 回路の一酵素
として機能し，鉄過剰により酵素活性が亢進することが知られていた
Aco1 [22][23]についても，鉄動態と糖代謝との関連を検討するのに必

















性と IDH 活性の変化  










5．鉄過剰投与および鉄キレート療法による 2-HG 産生量および DNA
メチル化の変化  














 本研究では，鉄過剰による糖代謝関連酵素である ACO1-IDH 経路の
活性化が起き，それによる 2-HG の増加により DNA メチル化の亢進
が引き起こされ，さらに鉄キレート療法により DNA メチル化の亢進
が回避されることを初めて示した．近年， ICT により MDS における





れた．これまでに，MDS において DNA のメチル化が発症や病態の増
悪に関与し，予後不良因子にもなりうると報告されていることから
[14][16-21]，ICT による MDS への抗腫瘍効果に ACO1-IDH 経路の活
性化を阻止することにより起こる DNA メチル化の改善が関わってい
ると考えられる．  
 本研究では，鉄過剰により糖代謝関連酵素のうち，特に TCA 回路に
関わる ACO1 と IDH の活性が上昇していた．以前より，ACO1/IRP1
については体内の鉄動態により鉄過剰時には ACO1 として，鉄欠乏時
には IRP1 として働くという 2 つの働きを持つとの報告があり [22][23]，
鉄過剰により ACO1 の活性が上昇したものと考えられる．IDH に関し
ても，ヒト由来細胞株への鉄負荷で活性が上昇すると報告されている
[24]．ただ，IDH の酵素活性の変化が ACO1 の活性上昇に伴うものな
のか，あるいは鉄そのものによるものなのかは明らかになっておらず，
今後さらなる検討が必要であると考えられる．  
 本研究の検討の結果，鉄過剰群で 2-HG が増加しており，鉄キレー
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ト療法により 2-HG の増加が回避されていた（図 4A）． IDH 遺伝子変
異による 2-HG の産生増加は IDH 変異型が IDH 野生型とヘテロダイ
マーを形成することによる構造変化により起こると考えられている
[12]． IDH 遺伝子変異のない生理的条件下においてもヒドロキシ酸オ
キ ソ 酸 ト ラ ン ス ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ hydroxyacid oxoacid 
transhydrogenase: HOT）によりα -KG から 2-HG が産生される
[12][25]． 2-HG は 2-ヒドロキシグルタル酸デヒドロゲナーゼ（ 2-
hydroxyglutarate dehydrogenase: 2-HGDG）の作用によりα -KG へ
と変換されている  [12][26]． IDH 遺伝子変異を持つ個体では IDH の
産生に対し 2-HGDG によるα -KG への変換が追い付かず，結果的に 2-




髄細胞内で 2-HG が過剰になることが明らかになった．2-HG が過剰
になる機序はいくつか考えられる．まず，ACO1 の活性亢進によるイ
ソクエン酸の増加によりα -KG が増加し，α -KG の消費が追いつかず，
その代償として HOT を介して 2-HG 産生が亢進する可能性がある．
また，イソクエン酸からα -KG への反応には NADP が補酵素となるの
に対し [12][26]，α -KG やイソクエン酸から 2-HG への反応では
NADPH が利用される [9][12][25][26]．鉄過剰により NADH/NADPH
のバランスが崩れ，過剰となった NADPH を消費するために 2-HG の
産生が過剰となる可能性もある．さらに，鉄過剰により 2-HGDG の活
性が低下し，2-HG からα -KG への変換ができなくなる可能性もある．
ただ，いずれの機序が 2-HG の増加に関与しているのかは明らかにな
っていないため，今後さらなる検討が必要であると考えられる．  
 さらに，これまでの報告からは IDH 遺伝子変異を持つ個体において
は正常群と比べ 10～100 倍程度 2-HG が増加すると言われているのに
対し [9-11][27][28]，本研究の鉄過剰群の 2-HG の増加の程度は対照群




で DNA メチル化が蓄積し，白血病化に関与することが示唆される．  
 本研究より，鉄過剰に伴う ACO1-IDH 経路の活性化により 2-HG が
増加し，DNA メチル化の亢進が引き起こされることが示された．この




ため，ICT により鉄過剰による ACO1-IDH 経路の活性化が抑えられる
ことで DNA メチル化が抑えられ，病態の改善に寄与している可能性
がある．ただし，鉄過剰によりどの程度 DNA メチル化が助長されるの
かについて明らかではない．さらに， IDH 変異を持たない MDS ある












病化そのものに対する治療として ICT が発展することが期待される． 
 
結語  





ACO1 や IDH の活性化により 2-HG が増加することが関与していると
考えられた．鉄キレート療法モデルマウスの結果からは，鉄過剰によ
る 2-HG の増加と DNA メチル化の亢進は ICT により回避されると考
えられる．今後，その作用機序や長期間の鉄過剰による影響を解明し
ていくことで，輸血後鉄過剰症のみならず MDS の白血病化そのもの
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Pgm1; phosphoglucomutase 1, Agl; glycogen debranching enzyme, 
Idh; isocitrate dehydrogenase, Fip1l1; factor interacting with 
PAPOLA and CPSF1, Fancm;  Fanconi anemia, complementation 
group M, Mid1ip1; MID1 interacting protein 1, Lamc1; laminin, 
gamma 1, Heatr5b; HEAT repeat containing 5B 
Ago4; argonaute RISC catalytic component 4, St8sia4; ST8 alpha-
N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 4, Hlx; H2.0-like 
homeobox, Sytl1; synaptotagmin-like 1, Rint1; RAD50 interactor 1 
 















図 4．骨髄細胞における 2-HG 量および DNA メチル化の変化．  
骨髄細胞内 total 2-HG 量（A，n=10）は，鉄過剰群で有意に増加し，
鉄キレート群では鉄過剰群に比べ有意に減少していた．DNA メチル化
（B，n=10）も，鉄過剰群で有意にメチル化が亢進しており，鉄キレ
ート群では鉄過剰群と比べ有意に低下していた． **p<0.05．  





